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D Ar oi BETO B BRA AOS AS : 
淡色 库 蚊 的 酯 酶 同 功 酶 与 抗 性 的 关系 


ERE Raw 


CHER Se be BRISA 


Ha LRA oe hE 30 代 和 31 RR, MER SAM BATHE 4 al) 
为 敏感 品系 的 286 和 303 By AG Rr ihe A oh A (32 代 ) 和 混用 GI 代 ) 处 理 的 品系 对 马 拉 硫 磷 和 
BA Bey eee 70 倍 以 下 。 

离 体 酶 的 活性 测定 和 酯 酶 同 功 酶 的 酶 谱 分 析 均 表明 ，* 抗 仁 唱 系 体内 羧 酸 酯 酶 活力 高 于 敏感 品系 ;酸性 杰 
酸 醒 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 活力 两 者 差异 不 显著 ， 可 见 马 拉 硫 磷 敌 百 虫 的 抗 性 主要 和 尖酸 酯 酶 活力 的 增长 
有 关 。 

关键 词 KARAER Ga eh TA AM bie 




















目前 杀 虫 剂 的 混用 和 轮 用 已 作为 避免 和 延缓 抗 性 的 对 策 〈《Georghiou，1980; Iwata, 
1981; 唐 振 华 、 黎 云 根 等 ,1982)。 但 也 有 学 者 认为 害虫 对 混用 杀 虫 剂 产生 的 杭 性 速度 比 单 
独 使 用 时 来 得 快 (Sawicki，1975)。 抗 性 发 展 往往 与 使 用 的 药剂 的 剂量 ,频率 ,、 机 理 和 遗传 
方式 等 因子 有 关 。 在 杀 虫 剂 混用 时 一 般 有 独立 、 联合 、 增 效 和 额 颜 作用 ( 唐 振 华 ，1980)。 
而 现在 一 般 提 倡 将 两 种 作用 机 理 不 同 的 ,或 具有 增 效 作用 的 ,或 负 交 互 抗 性 的 杀 虫 剂 混用 
(Iwatas，1981)。 在 杀 虫 剂 轮 用 时 ,因为 抗 性 个 体 的 生物 适合 度 (Cbiotic fitness) 比 敏感 的 低 ， 
在 停止 使 用 药剂 A 而 用 药剂 B 期间 , A 药剂 抗 性 基因 频率 下 降 , 相 反 时 B 药剂 的 抗 性 基因 
频率 下 降 , 这 样 就 可 以 延缓 抗 性 的 发 展 CGeorghiou, 1980), 

作者 等 曾 在 室内 以 马 拉 硫 磷 和 敌 百 虫 混用 和 交替 使 用 处 理 淡色 库 蚊 (Culex Pipiens 
Pallens Coq.) 见 到 可 延缓 其 抗 性 发 展 ( 唐 振 华 等 ,1982 一 3), 并 从 形式 遗传 和 生化 遗传 都 证 
实 了 淡色 库 蚊 对 马 拉 硫 磷 的 抗 性 为 单 因 子 遗 传 ( 黎 云 根 等 ，1982 一 3; 1984), 对 敌 百 虫 的 
抗 性 为 多 因子 遗传 ( 张 朝 远 等 ，1982 一 3)o。 SIAM Pas MRT Smee R 
混用 和 轮 用 延缓 抗 住 发展 的 机 理 ， 发 现 淡 色 库 蚊 对 号 拉克 磷 和 敌 百 虫 的 抗 性 均 与 体内 送 
酸 醋 酶 活性 增长 有 关 〈 唐 振 华 、 黎 云 根 等 , 1982 一 3), 用 从 丙 烯 酰胺 电泳 技术 探索 了 马 拉 
硫 磷 和 政 百 虫 泥 用 和 交替 使 用 后 ,淡色 库 旷 的 酯 酶 同 功 酶 以 及 酯 酶 活性 与 抗 性 的 关系 。 现 
将 这 些 结 末 报告 如 下 。 
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一 、 供 试 药 剂 
AMF 1983 年 10 月 收 到 。 
* AMA ME BARES EMA EES Le, RHE EARS BRA RAR, 
特此 致谢 。 
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HB wen th. GALE (Malathion) sith ABE (Paraoxon) 纯 品 , 均 为 上 
HS FE AT Be BE s WER = EG (TPP) 实验 试剂 , 毒 扁豆 碱 (Eserine) 化 学 纯 , 上 海 试剂 总 厂 提 
tt; TBPT(O) vith, Se ICN 公司 生产 。 
二 、 供 试 昆 虫 品系 

供 试 的 昆虫 品系 有 以 下 几 个 ， 筛 选 方法 及 其 抗 性 发 展 情况 详 苑 唐 振 华 、 黎 云 根 等 
(1982—3)— Xo 

1. 敏 感 品 系 ( 简 称 S) 对 原 有 的 长 期 饲养 在 室内 的 SEN 品系 进一步 选 育 所 得 , 详 见 
黎 云 根 、 店 振 华 等 《1982 一 3) 的 报告 。 

2. Pina 1978 年 采 自 江苏 无 锡 ,下 面 的 杭 性 品系 均 以 它 进 行 第 选 而 得 。 
RM 品系 ” 单 用 马 拉 硫 磷 进 行 逐 代 筛选 。 
D 品系 BARMERA ie 
MD 品系 ”用 马 拉 硫 三 和 政 百 虫 混用 (1:127 逐 代 筛 选 。 

品系 ”用 马 拉 硫 磷 和 政 百 中 每 隔 2 代 交 替 一 次 逐 代 处 理 。 

ER RM, RD, MD 和 M-D 品系 分 别 筛 选 了 30 (或 31) 代 。 
三 、 生 物 测定 方法 见 店 振 华 \ 黎 云 根 等 (1982 一 3) 一 文 。 
四 、 离 体 醋 酶 活性 测定 

1 酶 源 制备 ”有 取 酒 化 3 一 5 天 的 雌性 成 驱 用 乙醚 厂 醇 后 藻 饮 水洗 3 次 ,然后 加 入 一 定 
量 的 0.04M BENGE THK (pH7.0), 在 冰 浴 中 匀 次 ,离心 (3;000 转 / 分 ) 10 分 钟 取 上 党 液 作 
EN Tilo 

2. 蛋 白质 测定 ”用 Lowry, Rosebrongh 等 (1951) 的 方法 。 

3. 羧 酸 酯 酶 的 测定 ”参照 Van Asperen (1962) 的 方法 。 

4. 酸 性 碰 酸 酯 酶 的 测定 ”参照 Bessey, Lowry 等 《1946) 的 方法 。 

5. 乙 酰 胆 碱 酯 酶 的 测定 ”参照 Ellman, Courthey 等 (1961) 的 快速 测定 方法 。 
五 、 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 圆 盘 电 泳 

酶 源 制备 除了 以 0.05M pH7.2 Tris-HCl RIRA SIRES), HALA 
等 (1983) 方 法 。 酸 性 磷酸 酯 酶 加 入 量 为 4 ARE, BBEAN 2 头 / 每 管 。 酯 酶 市 的 鉴 
别 借助 于 以 下 几 种 特殊 抑制 剂 : 酸性 磷酸 酯 酶 抑制 寞 为 TBPT4O)， 涂 酸 酯 酶 抑制 州 为 
TPP Sti. amet mm (1 DA) TE: Fr RAIS R o 
六 、 电 泳 扫 描 : 详 见 黎 云 根 、 唐 振 华 等 (1982 一 3) 一 文 o 
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结 He 
— 生物 测定 
用 马 拉 硫 磷 和 敌 百 虫 混 用 (1:1) 和 交替 使 用 及 单独 处 理 30 代 后 痰 色 库 蚊 抗 性 发 展 情 
况 列 于 表 lo 





从 表 1 可 见 单 用 马 拉 硫 磷 和 敌 百 虫 处 理 30 代 后 ， 其 抗 性 比 它们 的 亲 代 分 别提 高 了 
123 和 142 倍 ; 与 $ 品系 相 比 ， 则 分 别 为 286 和 303 人 而 马 拉 硫 磷 和 敌 百 虫 交替 处 理 的 
M-D 品系 对 马 拉 硫 磷 的 抗 性 与 亲 代 和 S 品系 相 比 分 别 为 27 和 63 倍 ARA USE 性 分 
别 为 24 和 53 倍 。 从 这 些 结 果 可 以 看 出 单 用 马 拉 硫 磷 和 政 百 虫 处 理 的 RM 和 RD 6 
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Rl 用 马 拉 硫 磷 和 歼 百 虫 混用 (1:1),\ 交替 使 用 和 单独 使 用 处 理 30 代 后 的 抗 性 水 平 







































































































LCso 回归 方程 式 - 
ai 
awg 0.07286 —2.93 + 9.11x 
KAER 0.07545 ” 2,775 + 8.859% | 
LL EWR 0.1696 3.8717 + 4.92 | 
P | 
KAR 0.1612 0.3577 +3. 84x 1 | 2.14 
20. 一 9， Ox 23.05 286. 
RMC30) aama | 2087 9,61 + 11.07x 123.05 6.44 
(17.02)*  |—4.9995 + 8.1233x (100-35) (233.60) 
— 7 > 
RDG) eh 22.9084 3.448 + 6.212x 142.11 303.62 
(6.772) — 0.3359 + 6. 4236x (42.01 (89.75) 
5 2,438 + 4.629 21. 49.0 
BRA 3.5766 十 4.629x 1.09 9 
(4.678) 0.2242 + 7.1075x (27.58) (64.21) 
MD(31) — 
_ F 23 +4. . .18 
KE h 9.8973 0.213 + 4. 809x 61.40 131.1 
(3.007) 一 0.0369 + 10.5351x | (18.65) (39.85) 
4.6497 —2.065 + 10.58 7. .82 
EK 4.6497 2.065 + 10.586x 27.42 63 
(3.352) —0.6328 + 10.7234x | (19.76) (46.01) 
M-DG2) | 
政 百 由 4.0256 —1.615 + 10.937x 24.97 53.35 
(3.442) —0.3990 + 10.0569x | (21.35) (45.62) 












E 括 弧 内 的 数字 为 Fao 的 数据 。 


对 它们 产生 抗 性 的 速度 要 比 混用 和 交替 使 用 的 MD 和 M-D 品系 快 得 多 。MD 和 M-D 
品系 对 马 拉 硫 磷 的 抗 性 水 平 相 差不多 ,而 MD 品系 对 敌 百 虫 的 抗 性 水 平 比 M-D 品系 要 
高 得 多 。 
二 、 酯 酶 的 活性 测定 

RM, RD, MD, M-D 和 S 品系 的 羧 酸 酯 酶 ， 酸 性 磷酸 酯 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 活力 测 
定 ,其 中 RM 品系 的 闭 酸 酯 酶 的 活性 最 高 ,为 8 品系 的 14.4 倍 ,而 RD、MD 和 M-D 品系 
的 羧 酸 酯 酶 活性 相差 不 多 , 约 为 S 品系 的 4 一 6 fo RM 和 S$ 品系 的 酸性 磷酸 酯 酶 的 活性 
无 差异 ,而 RD .MD 和 M-D 品系 的 酸性 磷酸 酯 酶 的 活性 较 5 品系 略 低 。RM、RD、M-D 
和 MD 品系 的 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 活性 都 稍 低 于 S 品系 。 
三 、 醋 酶 同 功 醇 的 醉 详 分析 

LERS ME 4 S 品系 酯 酶 电泳 扫描 可 见 13 条 酯 酶 带 。 其 中 EL, 为 10-'M 毒 
扁豆 碱 和 107M 对 氧 磷 所 抑制 (图 1, 3) 是 胆 碱 酯 酶 ; Es_ 为 10-M TPP 和 107M 对 氧 
碰 所 抑制 ,但 没有 被 毒 扁 豆 碱 所 抑制 (图 2, 3) 是 羧 酸 酯 酶 ; E,， 既 不 被 对 氧 磷 也 不 为 毒 
扁豆 碱 所 抑制 (图 1, 3) 为 芳 族 酯 酶 ; Evi, 由 于 本 身 染 色 很 浅 ,难以 鉴别 。 

2. 送 酸 酯 酶 的 酶 谱 比 较 ” 由 图 4 一 5 eS ARI Esa 处 ， RM, RD, MD 和 
M-D 四 个 品系 的 峻 性 成 蚁 岁 有 一 条 染色 比 S 品系 深 而 宽 的 羧 酸 酯 酶 带 ,其 岂 色 程度 RM 
品系 最 强 ,其 它 三 个 品系 相差 不 多 ， 表 明 RM 品系 的 羧 酸 酯 酶 活性 比 其 它 三 个 抗 性 品系 
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更 强 。 

3. 酸性 磷酸 酯 酶 的 酶 谱 比较 ”从 图 9 一 13 BY Uh oa eA: ke 8) A R E EE E 
酶 存在 (未 发 现 碱 性 磷酸 酯 酶 ), 并 为 TBPTCO) 所 抑制 (图 14)。 S 和 RM 品系 的 电泳 扫 
描 极 为 相似 (图 9, 10) 均 有 6 条 酯 酶 带 , 其 活力 也 很 接近 ; MD 和 M-D 品系 也 有 相应 的 
6 条 酯 酶 带 ， 但 E 带 活力 较 低 (图 12, 13); 而 RD 品系 则 只 分 离 出 4 条 酯 酶 带 ， 即 
Eseo 没有 发 现 Es 带 ( 图 11)。 





图 1 一 14 抗 敌 百 虫 和 马 拉 破 磷 痰 色 库 蚊 酯 酶 同 功 酶 扫描 图 
1， 毒 扁豆 碱 (10M) 抑制 2. TPP (10-7+M) 抑制 3. AA COM) Witi 《. 正常 的 酯 酶 (S 品系 ) 
5. RM 品系 的 酯 酶 6， RD AMAR 7. MD 品系 的 酯 酶 ”8. M-D 品系 的 酯 散 9. S 品系 的 酸性 
SEEN 10. RM 品系 的 酸性 磷酸 酯 酶 11. RD 品系 的 酸性 磷酸 酯 酶 、12. MD 品系 的 酸性 磷酸 酯 本 
13. M-D 品系 的 酸性 磷酸 柄 酶 ”14，TBPT(O) (10-°M) 抑制 
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讨 论 

Iwata (1981) 认为 具有 负 交 互 抗 性 或 具有 增 效 的 几 种 作用 机 理 不 同 的 杀 虫 剂 进行 轮 
用 和 混用 才 会 延缓 昆虫 对 杀 虫 剂 的 抗 性 。 本 文 结果 表明 作用 机 理 相同 的 二 种 有 机 磷 杀 虫 
剂 的 轮 轨 和 混用 也 具有 延缓 抗 性 的 作用 ,其 原因 可 能 是 这 两 种 杀 虫 剂 虽 然 作 用 机 理 相 辣 ， 
但 坑 性 遗传 机 制 却 不 相同 。 已 研究 结果 表明 敌 百 虫 是 多 因子 遗传 ( 张 朝 远 等 , 1982 一 3)， 
马 拉 硫 磷 为 单 因 子 遗 传 ( 黎 云 根 等 ，1982 一 3)。 

将 RM 和 RD 品系 在 Fo 或 Fa 代 的 抗 性 水 平 与 Fo 代 的 结果 ( 表 2 MAREE) 
作 一 比较 ，RD 品系 在 Fo 代 时 对 敌 百 虫 的 抗 性 为 $ 品系 的 89.75 倍 ,而 到 Fa 代 则 高 达 
303 倍 , 在 6 代 中 净 增 213 倍 。 与 此 同时 RM 品系 对 马 拉 硫 磷 抗 性 仅 增加 53 倍 。 这 可 能 
是 因为 谈 色 库 蚊 对 敌 百 虫 抗 性 是 多 因子 遗传 ( 张 朝 远 、 陈 文 美 等 , 1982 一 3), 在 前 阶段 抗 
性 发 展 较 慢 ， 而 后 来 在 进一步 筛选 的 情况 下 ， 不 同 的 抗 性 基因 互相 作用 的 结果 (Plapp， 
1970)。 另 外 MD 和 M-D 品系 在 Fs 代 时 对 敌 百 虫 和 马 拉 硫 磷 的 抗 性 均 较 低 , 但 在 Fa 
或 Fy 代 时 ，MD 品系 对 敌 百 虫 抗 性 高 达 131 倍 , 较 Fzs 代 高 91 倍 , 由 此 可 见 在 研究 杀 虫 
剂 混用 与 抗 性 发 展 的 关系 时 ,应 尽 可 能 作 较 长 期 的 试验 才能 得 出 比较 确切 的 结论 。 从 Fa 
代 的 结果 来 看 , 马 拉 硫 磷 和 敌 百 虫 混用 和 交替 使 用 均 能 延缓 其 抗 性 发 展 , 但 从 Fs 或 Fa 
代 的 结果 来 看 , 则 交替 使 用 比 混用 更 好 。 根 据 上 述 结果 来 分 析 , 若 将 混用 与 作用 机 理 不 同 
的 其 它 杀 虫 剂 交替 使 用 可 能 会 延缓 混用 后 的 抗 性 发 展 。 

陈 巧 云 , 姜 家 良 等 (1980) 发 现 抗 敌 百 虫 淡色 库 蚊 有 11 条 酯 酶 带 ,本 结果 与 此 接近 ,所 
不 同 的 是 陈 巧 云 等 发 现 芳 族 酯 酶 带 为 E1， 本 结果 则 为 E-r SMAR 13 条 而 不 是 11 条 
酯 酶 带 , 这 可 能 是 电泳 条 件 不 同 所 致 ,本 实验 用 的 是 稳 流 电 泳 仪 ， 而 陈 巧 云 等 用 的 是 稳 压 
电泳 仪 , 从 结果 来 看 ,前 者 的 分 离 效果 似乎 比 后 者 要 好 。 

本 实验 中 羧 酸 酯 酶 电泳 图 谱 和 离 体 酶 活性 测定 结果 基本 一 致 ， 五 个 品系 主要 差别 是 
羧 酸 酯 酶 的 活力 不 同 ,$S 品系 活力 最 低 , RM 品系 最 高 ,其 它 三 个 品系 居中 ,这 和 五 个 品系 
对 马 拉 硫 磷 和 敌 百 虫 的 抗 性 程度 也 是 一 致 的 。 所 以 可 以 说 凑 酸 酯 酶 活性 提高 是 引起 马 拉 
硫 磷 和 敌 百 虫 抗 性 增加 的 主要 原因 。 但 敌 百 虫 分 子 结构 中 并 没有 凑 酸 酯 键 ， 这 如 何 来 解 
释 羧 酸 酯 酶 与 敌 百 虫 抗 性 的 关系 呢 ? 姜 家 良 、 陈 巧 云 等 (1980) 的 Ki 值 测定 发 现 抗 敌 百 虫 
淡色 库 蚊 的 羧 酸 酯 酶 对 敌 百 虫 及 政敌 里 的 亲和力 比 胆 碱 酯 酶 分 别 大 30 和 10 倍 。 这 表明 
敌 百 虫 进 入 体内 后 ， 可 能 首先 与 羧 酸 酯 酶 结合 ， 从 而 免除 或 减缓 了 对 靶子 酶 AchE 的 作 
用 ,起 了 保护 作用 。 但 抗 马 拉 硫 磷 和 抗 政 百 虫 品系 内 的 羧 酸 酯 酶 是 否 在 质 上 有 差异 ,这 有 
待 作 进一步 研究 。 

RM 和 S 品系 的 酸性 磷酸 酯 酶 的 电泳 图 谱 和 离 体 酶 活力 极为 相似 ,这 表明 RM 品系 
对 马 拉 硫 磷 抗 性 与 酸性 磷酸 酯 酶 无 关 ， 仅 与 凌 酸 酯 酶 有 关 。 RD 和 Ss 品系 的 酸性 磷酸 酯 
酶 图 谱 有 一 定 差异 , S 品系 有 6 条 酯 酶 带 , RD 只 有 4 条 ,这 和 陈 巧 云 , 姜 家 良 等 (1980) 的 
结果 有 所 不 同 ,这 是 否 就 意味 着 敌 百 虫 抗 性 还 和 酸性 磷酸 路 栈 有关, 还 需 作 进一步 研究 。 
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STUDIES ON THE ROTATIONAL AND MIXED USE OF MALATHION 
AND DIPTEREX IN CULEX PIPIENS PALLENS: ESTERASE 
ISOZYMES IN RELATION TO RESISTANCE 


TANG ZHEN-HUA Li YUN-GEN 


(Shanghai Institute of Entomology, Academia Sinica) 


In Culex pipiens pallens, the Fs selected by Malathion (strain RM) and the Fu 
selected by Dipterex (strain RD) developed 286 fold and 303 fold resistance toward 
Malathion and Dipterex respectively. The Fs, selected by the mixture (strain MD) 
and the Fa selected by rotational treatment of these two insecticides (strain M-D) de- 
veloped resistance on moderate levels towards either Malathion or Dipterex, The car- 
boxylesterase activities were found to be considerably stronger in the adult mosquitoes 
of the resistant strains (RM, RD, MD, and M-D) than in those of the susceptible 
strain (strain S), as manifested in the enzymologic determination in vitro as weil as 
in the esterase zymograms of electrophoresis. The phosphatase zymograms showed six 
bands in the S, RM, MD and M-D strains but four bands in the RD strain. There was 
no conspicuous difference in the cholinesterase activities and in the cholinesterase zy- 
mograms in the different strains of this mosquito. 

Key words Culex pipiens pallens—Malathion—Dipterex—insecticide resistance 
—esterass-—isozyme oe! 


